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@; Verfahren zum Immobllisleren von Zellen. 

@ Es wird eine Methode zum Immobilisieren von Zellen an ? 
eine Flache beschrieben. bel der die Zellen mlt Hiite elnes 
Kupplungsmittels an die Oberflache eines Plastikmaterials, 
z.B. Polyvinylchlorld Oder Polystyrol, gebunden werden. Das 
Plastlkmaterial wird vorzugsweise In Form elner Mikrotiterplat- 
te verwendet. Als Kupprungsmittel wird vorzugsweise eln Al- 
dehyd mlt mlndestens 2 Aldehydgruppen, insbesondere Gluta- 
raldehyd verwendet. Die erwahnte Methode zum Immobilisie- 
ren von Zellen eigne! sich besonders zur Bestimmung der Bln- 
V" dung von AntikSrpern. 
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F. Hoffmann-La Roche & Co. Aktiengesellsdiaft, Basel, Schweiz 

Verfahren zum Immobilisieren von Zellen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
Immobilisieren von Zellen, welches bei der Bestiramung der 
Bindung von Antikorpern verwendbar ist. 

5 Das Auffinden von Antikorpern gegen Oberf lachenantigene 

von Zellen verlangt ein bequeraes, reproduzierbares Nachweis- 
system. Nachweismethoden, bei denen die Bindung von Anti- 
korpern gemessen werden, haben einen Vorteil gegenUber Nach- 
weismethoden, bei denen eine Ef f ektorf unktion des gebundenen 

10 Antikorpers (Hemagglutination, Zytotoxizitat) untersucht 
wird. Mit Hilfe von Bindungsnachweisen konnen AntikSrper 
aller Ir.munglobulinklassen aufgespiirt werden. In* Weiteren 
konnen diese Nachweise zur Aufspiirung von Antigenen auf 
der Oberflache von diversen Zelltypen angewendet werden. 

15 Die neuliche Entwicklung .von Zellf usionstechniken , welche 
die Herstellung von tnonoklonalen Antikorpern gegen Ober- 
flachenantigene von Zellen erlauben, hat das Bedurfnis nach 
einem raschen, gross angelegten Screeningtest fur die Be- 
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stimmung solcher Antikorper im Ueberstanc von Gewebskulturen 
hervorgerufen. Lire Methods, die jetzt verwendet wird. ist 
• der Radioii^o^say (EI.07 fce.i den die Bindur.g von Anti- 
korpern an frische oder Glutaraldehyd fixierte Zeilen in 
5 Suspension gemessen wird. Durch die Zentrif ugation una Re- 
suspension der Zellen wahrend der WaschvorgSnge ist ciese 
:-achv:eisrnethode jedoch zeitaufwendlg. 

Die voriiegende Erfindung bezieht sich nun auf ein Ver- 
fahren zum Iramobilisieren von Zellen biologischer Natur an 
10 einer Flache, welches dadurch gekennzeichnet 1st, dass man 
diese Zellen mit Hilfe eines Kupplungsmittels an die Ober- 
f-l-a e h e-e-in e s -P-l-as t ikmat e-r-lal-s—b lad et 



Geraass dera Verfahren der vorliegenden Erfindung blei- 
ben die Zellen wahrend des Waschens und der Inkubation an 

15 "der Oberflache des Plastikm'aterials angeheftet. Die Zellen 
behalten ihre Oberf lachenantigene, welche alio- und xeno- 
genische Antikorper binden und in Radioimmunoassay 
oder anderen Bestimmungsmethoden, wie Immunof luoreszenz , 
Enzyraimmunoassay oder bei Bestiinmungen mit anderen ge- 

20 eigneten Markierungsmitteln verwendet werden konnen. Zum 
Waschen der Zellen miissen die Platten lediglich in Puffer- 
losung getaucht werden, worauf uberflussige Pufferlosung 
weggeschuttet wird. 

Das Verfahren gemass vorliegender Erfindung eignet sich 
25 besonders zur Immobilisierung von Blutzelien, z.B. Lyrnpho- 
zyten, Erythrozy ten . Thrombosy ten oder Granulozyten . 
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Andererseits konnen gemass dem Verfahren gemass vor- 



liegender Erfindung Gewebskulturzellen, Tumorzellen oder 
transf ormierte Zellen immobilisiert werden. 

Nach einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung 
5 konnen Organzellen, z.B. normale oder pathologische Zellen, 
wie Milz- oder Thymuszellen , immobilisiert werden. 

Nach einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung 
konnen Gewebskulturzellen, wie Fibroblastzellen, imraobili- 
— siert- werden. 

L0 Das Kupplungsmittel, das gemass vorliegender Erfindung 

zur Bindung der Zellen an die Oberflache des Plastik- 
materials verwendet wird, ist bevorzugt ein Aldehyd. 

Bevorzugte Aldehyde sind solche, welche mindestens zwei 
Aldehydgruppen aufweisen. Beispiele solcher Aldehyde ent- 
15 sprechen der allgemeinen Formel 
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worin n eine ganze Zahl von 0 bis 20 darstellt. 
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Ein ganz besonders bevorzugter. Aldehyd ist Glutaraldehyd. 

Alle Arten von Plastikmaterialien konnen geniiss vor- 
liegender Erfindung verwendet werden. Besonders geeignet 
sind Polyvinylchlorid und Polystyrol. Als weiteres Beispiel 
eines solchen Plastikmaterials sei Plexiglas erwahnt. 

IJach einem bevorzugten Aspekt der vorliegenden Erfindung 
wird das Plastikmaterial, z.B. das Polyvinylchlorid oder 
das Polystyrol, in Form einer Microtiterplatte oder eines 
R5hrchens verwendet. 



Nach einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung 
werden die Zellen an eine Oberflache gebunden, welche mit 
Antikbrpern beladen ist, die mit den Zellen reagieren. Ge- 
raass diesem Aspekt dienen die Antikorper als eine Zwischen- 
schicht, welche das Binden der Zellen an das Plastikmaterial 
zustande bringt. /- 
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Beispiel 1 

Materialien und Methoden 
Zellen 

Mausthymozyten und Milzzellen werden aus 5 Wochen 
5 alten C57BL/6 und D5A/2 Mausen gewonnen. Die Entf ernuns der 
Erythrozyten von der Milzzellensuspension erfolgt rait Hilfe 
eines Ammoniumchlorid enthaltenden Puffers. Merischliche 
Lymphozyten werden aus heparinisiertem Blut gewonnen. 

Schaferythrozyten werden vor der Verwendung 4 Wochen 
10 in Alsever ! s Losung gelagert. 

Antiseren 

a) Mausalloantikorper. Ascites Antikorper gegen den 
jeweils anderen Zellstarara werden in DBA/2 und C57BL/6 
Mausen erzeugt. Ein Gemisch von 5xl0 7 Milz- und Thyrauszellen 

15 wird verwendet,und jede Mau_s erhalt iiber 7 Tage verteilt ins- 
gesamt 4 Injektionen. Die ersten zwei Injektionen erfolgen 
intravenos und die weiteren intraperitoneal. Durch i.p. In- 
jektion von 1 ml Freund's Adjuvans wird Ascites erzeugt. 

b) Kaninchen Antiserum gegen Mausimmunglobulin (RaMIg) 
20 Kaninchen werden mit Maus IgG innmnisiert , welches aus 

Mau^ss^rumTSitTels Staphylococcal Protein A-Sepharose ge- 
wonnen wurde. 
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■ —Die Kaninohen erhalten- -0, 5 rag Maus IgG in kompletter: 
Freund's Ad juvans an verschiedenen Stellen sucku^an und 
erhalten 4 Wochen spater Boosterinjektionen von 0,5 nig 
Maus IgG in Freund f s inkompletten Ad juvans. 1 Woche nach 
der Boosterinjektion wird das Serum entnoramen, welches 
wahrend 30 Minuten bei 56°C hitzeinaktiviert wurde. 

Monoklonale^Antikorper 

Antikorper gegen menschliches B 2 -Mikroglobulin, 
menschliche B-Zellen Antigene und gegen einen nicht-poly- 
morphen Determinanten auf dem menschlichen HLA Komplex 
werden mit N 26/114, N 5/1 bzw. N 34 bezeichnet. Diese 
Antikorper werden geraass dem Verfahren von Trucco et al. 
in Nature 273, 666 (1978) hergestellt. 

Monoklonale Antischaf erythrozyten Antikorper, Anti- 
trinitro-phenyl (TNP) AntikSrper und uberstajidiges Medium 
der Mausmyelomlinie X63 werden nach der Methode von 
Gv Kohler und C. Milstein in Eur. J. Immunol. 6, 511 (1976) 
hergestellt. 

Iodierung der spezif is chen_ Antikorper 

RaMIg wird iodiert, wobei es zum Schutz der 
Bir.cungsstellen der Antikorper an Maus Ig-gekuppelte 
Sepharose gebunden ist. Die markierten Antikorper 



7 



0015473 



([ "ijRaMIg) werden mit 0,2 M Glycinhydrochlorid vom 
pH- 2 , 3 enthaltend Tragerprotein eluiert. 

Versuchsplatten 

Es werden flexible Polyvinylchlorid Mikrotiter- 
platten mit U oder V Vertiefungen von Cooke Engineering 
Co., CA, U.S.A. (Nr. 220-24 und 220-25) verwendet. Zur 
Herstellung eines stabilen Zellmonolayer sind die Platten 
mit den U Vertiefungen besser geeignet (vgl. Resultate). 

Glu taral deny dmethode_ zur 
den_Platten 

Zellen werden 3-Mal mit phosphatgepuf f erter Kochsalz- 
losung vom pH 7,2 gewaschen. Zur Verteilung auf der Platte 
werden die Leukozyten auf 2,0xl0 7 /ml resuspendiert und die 
Erythrozyten auf 0,2% in phosphatgepuf f erter JCochsalzlosung . 
50-2 Zellsuspension werden in die Vertiefungen gegeben, mit 
Ausnahme von Kontrollvertief ungen, welche ein Mass fur die 
nicht-spezifische Bindung der serologischen Re.agenzien an 
das Plastikmaterial liefern. Die Platten werden wahrend 
• 5 Minuten bei 50-100 X g zentrifugiert . Ohne die Zell- 
schichten zu zerstoren, werden die Platten bei 4°C in 
ein 1 1 Becherglas getaucht, welches eine frisch zubereitetc 
0 , 25%±ge L6sung~von~ GluYaraldeh7d"in""phosphatgepuff erter 
Kochsalzlosung enthalt. Zur Vermeidung der Zerstorung der 
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Zellschicht, sowie von Luf teinschlussen in den Vertiefungen 
wird das Eintauchen sehr vorsichtig durchgefuhrt . Nach 
5 Minuten wird die Platte entfernt und die Glutaraldehyc- 
losung wird durch vorsichtiges Abschutteln verworfen. Durch 
aufeinanderfolgendes 3maliges Eintauchen der Platte in Glas- 
becher enthaltend phosphatgepuf f erte Kochsalzlosung und je- 
weiliges Abschutteln der Platte wird freier Glutaraldehyd * 
weggewaschen. Die Platte wird dann in einen Becher getaucht, 
welcher phosphatgepuf f erte Kochsalzlosung mit 1% Rinder- 
seruraalbumin, 1% normal Kaninchenserum und 0,2$ liatriumazid 
(RIA Puffer) enthalt. Zur Sattigung der Proteinbindungs- 
stellen auf dem Plastik wird die Losung wahrend einer Stunce 
bei Raumtemperatur stehengelassen. Nach dieser Zeit wird 
die Platte entweder sofort benutzt oder bei ohne 
Aenderung des Puffers gelagert. 

Radioimmunverfahren_unter_Verwendung 
Plastikmaterial_gebunden_sind 

Der RIA Puffer wird von der Platte 1 gegossen, und es wer- 
den 50 von Verdunnungen der Antiseren oder von uberstan- 
digem Medium enthaltend monoklonale Antikorper zugegeben. 
Die Platte wird wahrend einer Stunde bei Raumtemperatur 
stehen gelassen. Darauf wird die Platte wie vorher erwahnt 
durch nachfolgendes Eintauchen in phosphatgepuff erte Koch- 
salzlosung gewaschen. Zu jeder Vertiefung werden dann 25 /A 
RIA Puffer enthaltend 2-4xl0 4 cpm [ 125 I]RaMIg gegeben, wo- 
rauf die Platte wahrend einer weiteren Stunde bei Raum- 
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tenperatur gehalten wird. 

Zuerst wird der grosse Teil des ungebundenen radioaktiven 
Materials entfernt und dann der Rest durch Waschen wie oben 
beschrieben. Es werden 3 Tropfen phosphatgepuf f erte Kochsalz- 
losung zu jeder Vertiefung gegeben, und die Losung wird ab- 
gesaugt oder durch Papiertucher , welche durch Aluminium- 
folien geschutzt sind, absorb* ert. Nach 4 Waschvorgangen 
werden die Platten getrocknet und dann mit einem heissen 
Draht geschnitten. Wahrend des Schneidens werden die Platten 
durch eine starre, Polystyrol Mikrotiterplatte (Cooke 
Engineering Co., CA, U.S.A., No . 220 M-25 AR) gehalten. Zur 
Zahlung der Radioaktivitat werden die Vertief ungen 
in Rohrchen gegeben. 

Resultate 

Haftung der^Zellen^an_cer_Plastikpla 

Verschiedene Mengen von Mausmilzzellen entweder in Form 
der ursprunglichen Suspension oder nach Entfernung der 
Erythrozyten werden in die Vertiefungen von V oder U Mikro- 
titerplatten gegeben. Das Iramobilisieren und Waschen erfolg 
wie fruher angegeben. Eine Untersuchung mit dem Praparier- 
mikroskop ergibt, dass ein Zellmonolayer entsteht, wenn 
l-2x±0 6 Milzzellen zur U-Flatte gegeben . werden. Im Fall 
der V-Platte oder auch im Fall der U-Platte 
wenn eine grossere Anzahl von Zellen zugegeben werden, 
tendieren die Zellen zu einem Kiigelchen zusammenzuballen , 
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welches gelegentlich wahrend des Waschens von der Platte 
-gehoben wird. In den nachf olgenden Experimenten wurden 
U-Platten vervendet. 

125 

Zu den so auf der Platte fixierten Zellen wird [ I] 
RaMIg gegeben, um ein Mass zu liefern fur die Anzahl der 
gebundenen Zellen, welche Oberflachen Ig aufweisen. Nach 
einer Stunde stehenlassen bei Raurateraperatur werden die 
Platten gewaschen, worauf ftir jede Vertiefung die Radio- 
aktivitat gezahlt wird. Wie man der Tabelle 1 entnehmen 
kann, zeigte die an die Zellen gebundene Radioaktivitat ein 
Maximum bei l-2x!0 6 zugegebener Milzzellen. Der Grad der 
Bindung war fur die beiden verwendeten Zellpraparate ahnlich 
Es konnte so gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Ery- 
throzyten mit der Bindung des radioaktiv markierten Anti- 
korpers an die Lymphozyten in der Zellschieht nicht inter- 
feriert. 

?b£r£i22!22D50tigene_yon^ 
gebunden sind 

Es wird die Reaktion von Alloantiseren gegen Oberflachen 

antigene von Zellen uberpruft, die mittels Glutaraldehyd an 

die Platte gebunden sind. Es werden Thymozyten verwendet, 

denn diese Zellpopulation enthalt wenig Zellen mit ober- 

125 

flachlichem Ig. Damit kann ein direktes Binden von [ I] 
RaMIg an die Zellen auf ein Minimun gebracht werden. Zu 
jeder Vertiefung werden 1,0x10^ Thymozyten von DBA/2 oder 
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C57BL/6 Mausen zugegeben und mit Glutaraldehyd fixiert. 
50 jiv- von VerdUnnungen von entweder Alloantiseren C57BL 
Anti-DBA oder DBA Anti-C573L werden zugegeben, vorauf man 
die Flatten eine Stunde stehen lasst und dann wascht. 
5 Hierauf wird [ 125 I]RaMIg zugegeben. Die Ergebnisse der 

Bindung dieser beiden Antiseren sind in Tabelle 2 zusammen- 
gefasst. Die Spezifitat dieser Antiseren fur die relevanten 
Markerzellen wird demonstriert . 

Bindung_von_Antiseren_zu_fixierten 

10 Die Resultate der Bindung der Alloantiseren zu Zellen, 
welche an die Platte angeheftet sind, werden verglichen mit 
den Resultaten der Bindung zu unfixierten Thymozyten und zu 
in Suspension fixierten Thymozyten. Wie in Tabelle 3 gezeigt 
wird, haben die an Plastik gebundenen Zellen ein gleich hohes 
15 BindungsvermSgen fur die Alloantiseren wie die fixierten oder 
unfixierten Zellen in der Suspension. Da die selbe Zahl von 
Zellen (l.OxlO 6 ) fur jede Bestimmung verwendet wird zeigt 
dips Resnltat an, riass difi' niutaraldehyd-Rindungsmehhode 
die Bindung und Beibehaltung aller auf die Platte gegebener 
20 Zellen erlaubt. Das spezifische Signal beurteilt durch die 
Differenz zwischen Bindung an relevante und irrelevante 
Markerzellen ist fur die an die Platte angehefteten Zellen 
Susserst ausgepragt . Im Weiteren kann gezeigt werden, dass 
Zellen, welche mittels Glutaraldehyd an die Platte ge- 
25 bunden sind und wahrend 7 Wochen vor der Bestimmung bei U°C 
in RIA-Puffer gelagert wurden, eine ahnliche Bindungs- 
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kapazitat aufweisen wie diejenigen, die am Tag der 
Bestimmung auf die Platte gebunden werden (diese Daten sind 
nicht gezeigt). 

Verwer.dung von^an^die^Platte^angehef tet en_Zeilen_zur_Au^- 
5 findung^monoklonaler^Antikorper 

Ueberstandiges Medium von Kulturen, welche monoklonale. 
Mausantikorper produzieren , werden bezuglich ihrer Bindung an 
Zellen, welche an die Platte angeheftet sind, iiberpruft. Diese 
Antikorper von bekannten Ig-Subklassen haben eine Spezifitat 

10 fur definierte Oberf lachenantigene von Zellen. Es werden Zell- 
schichten menschlicher peripherer Blutlymphozyten (PBL) und 
rote Blutzellen von Schafen (SRBC) verwendet. 50 /*1 von 
uberstandigera Medium von Hybridzellkulturen werden zugegeben 
und die Bindung zu den zwei Zelltypen wird untersucht. Aus 

15 Tabelle 4 geht hervor, dass die Antikorper auf den relevanten 
Markerzellen gefunden werden konnten. Im Falle von N 5/1, 
einem Antikorper, welcher gegen raenschliche B-Zellen Ober- 
f lachenantigene gerichtet ist, ist die Bindung 5mal geringer 
als die Bindung von Anti-B 2 -Mikroglobulin. Dies entspricht 

20 dem Vorherrschen der B-Zelleji .innerhalb von PBL. . 
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Beispiel 2 

Die erfindungsgenasse Methode zur Immotilisieruhg von 
Zellen wird angewendet, um die Anwesenhs^t von Antikorpern 
gegen definierte raenschliche ^rythrozytenantigene zu unter- 
suchen. Zu diesem Zwecke werden koismerziell erhaltliche 
Antiseren gegen klinisch wiehtige Rhesusantigene auf ihre . 
Bindungsfahigkeit gegenuber immobiliserten Erythrozyten- 
Zell-Schichten von verschiedenen Rhesusgruppen untersucht. 

Reagentien : 

Antiseren sind von der Firma Merz & Dade, Dudingen 
(Schweiz) und sind gegen folgende Rhesus-Determinanten ge- 
richtete: C, E, C W , CDE , c, e, CD, DE . 

M S£schliche_Er^throzyten werden von Biotest erhalten 
und haben folgende Genotypen: (CCD.ee), (ccD.EE), (C w cD.Ec), 
(ccD.ee), (Ccddee) und (ccddee). 

i 

Protein A von Staphylococcus aureus zeigt eine hohe 

Affinitat gegenuber dem Fc-Teil von Immunoglobulin G und 

wird von Pharmacia (Uppsala) erhalten. Protein A wird mit 
125 

^1 radioaktiv markiert und in den folgenden Experimenter 
zur Bestimmung der Aufnahme von Antikorper an die Ery- 
throzytenoberf lache verwendet. 
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Hethode: 

Die Methode ist dieselbe wie in Beispiel 1, mit d< 
einzigen Ausnahme, dass fur die Bestimmung von gebundenen 
Antikorpern radioaktiv markiertes Protein A verwendet wir 



Resultat : 



Rhesusphanoty? - 




der Erythrozyten 


C 


c 


D 


(CCD,ee) 


3720 


1260 


3060 


(ccD,EE) 


540 


7990 


4680 


(C w cD.Ec) 


2800 


6510 


3220 


(ccD.ee) 


1020 


7390 


3580 


(Gcddee) 


3420 


4360 


380 


(ccddEe) 


1200 


9830 


300 


(ccddee) 


1110 


8810 


970 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Imnobilisieren von Zellen bioiogischer 
Natur an eine Flache, dadurch gekennzeichnet , dass die 
Zellen reit Hilfe eines Kupplungsraittels an die Oberflache 

5 eines Plastikmaterials gebunden werden, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zeilen Blutzellen sind. 



3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Blutzellen Lymphozyten oder Erythrozyten sind. 

10 1*. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 

dass die Blutzellen Thrombozyten oder Granulozyten sind. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zellen Gewebskulturzellen, Tumorzellen oder 
transforraierte Zellen sind. K 

15 6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass die Zellen Organzellen sind. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Organzellen normal oder pathologisch sind. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
20 dass die Organzellen Milz- oder Thyrauszellen sind. 
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9. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zellen Fibroblastzellen sind. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1-9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Kupplungsmittel ein Aldehyd, ist. 

5 11- Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , 
dass der Alaehyd mindestens zwei Aldehydgruppen enthalt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Aldehyd die allgemeine Forrael 

0 V /0 
^C-(CH 2 ) n -C- I 

H H 

10 worin n eine ganze Zahl von 0-20 bedeutet, 

aufweist. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Verbindung der Formel I Glutaraldehyd ist. 

1*1. Verfahren nach einem der Anspruche 1-13, dadurch 
15 gekennzeichnet, dass das Plastikmaterial Polyvinylchlorid 
oder Polyvinylstyrol ist. 

15. Verfahren nach Anspruch lM, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Plastikmaterial in Form einer Mikrotiterplatte 
oder eines Rohrchens vorliegt. 
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16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Zellen an eine Oberflache gebunden werden, welche 
mit Antikorpern belader. ist > <*ie mit den Zellen reagieren. 
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